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RESUMEN
La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad dege-
nerativa, lentamente progresiva caracterizada por temblor de
reposo, cara inexpresiva, rigidez, lentitud al iniciar y practicar
movimientos voluntarios. Neuropatológicamente se caracte-
riza por pérdida de células dopaminérgicas en la sustancia
nigra lo cual conlleva déficit en el suministro de dopamina a
nivel de ganglios basales.
Los factores de crecimiento nervioso, o factores neurotrófi-
cos, que respaldan la supervivencia, crecimiento y desarrollo
de las células cerebrales, son un tipo de terapia prometedo-
ra para la enfermedad de Parkinson. Se ha demostrado que
el GDNF, factor neurotrófico derivado de la línea celular glial,
protege las neuronas de dopamina y promueve su supervi-
vencia en los modelos animales de la enfermedad de Par-
kinson. Sin embargo, la administración de proteínas en el
cerebro no está exenta de dificultades, por ello, el sistema
elegido para administrar el GDNF en el cerebro será uno de
los puntos clave para el éxito del tratamiento. En este senti-
do, el uso de micropartículas formuladas a partir de políme-
ros biodegradables parece ser la estrategia más apropia. 
En nuestro grupo de investigación hemos desarrollado un
protocolo de expresión y purificación de GDNF en células eu-
cariótas de mamífero. El objetivo de este estudio es la micro-
encapsulación de la proteína en partículas biodegradables.
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ABSTRACT
Parkinson disease (PD) is a slowly progressing, degenerati-
ve disease characterized by resting tremor, expressionless
face, rigidity and slowness in initiating and performing vo-
luntary movements. Neuropathologically, PD is characteri-
zed by loss of dopaminergic cell bodies in the sustancia
nigra, resulting in a reduced supply of dopamine in the ba-
sal ganglia. Recently, it has been demonstrated that
GDNF, a glial-derived neurotrophic factor is able to protect
the dopaminergic neurons of the substancia nigra and it
can also induce regeneration of injured neurons in the
central nervous system in vivo. However, there are many
difficulties in the delivery of proteins into the brain that’s
why a method for achieving their administration in precise
areas of the brain will be a keypoint in the success of the
treatment. In this sense, biodegradable microparticles
could represent a very interesting strategy.
In our group, we have developped a procedure for the ex-
pression and purification of GDNF using a mammalian cell
system. The aim of the present work is the GNDF microen-
capsulation into biodregadable particles.
Key words:
GDNF, microparticles, Parkinson’s disease, biodegradable
polymers, controlled release.
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INTRODUCCIÓN
La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastor-
no neurodegenerativo progresivo que afecta al 1%
de la población por encima de los 55 años de
edad. A nivel histopatológico, se caracteriza por la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustan-
cia negra compacta (SNc) seguida de una marcada
caída de los niveles de dopamina en el cuerpo es-
triado (su principal núcleo diana en el cerebro) y
por la presencia de inclusiones intracitoplásmicas
denominadas cuerpos de Lewy. Las principales ca-
racterísticas clínicas de la enfermedad vienen re-
presentadas por la aparición de temblor, bradici-
nesia, acinesia, rigidez e inestabilidad postural. La
evolución a largo plazo incluye la aparición de de-
mencia en un número muy significativo de pacien-
tes. En la actualidad, la terapia sustitutiva con do-
pamina es el tratamiento de elección, situando al
paciente en la llamada «luna de miel farmacológi-
ca», un periodo en el que el paciente es controlado
satisfactoriamente con la medicación. A medida
que la enfermedad progresa aparecen síntomas de-
rivados de efectos adversos de la medicación, así
como síntomas no dependientes de la terapia far-
macológica. Debido a que la expectativa de vida
del paciente parkinsoniano es similar a la de la po-
blación general, los enfermos de EP deben afron-
tar durante muchos años una pléyade de síntomas
muchos de ellos muy adversos y que afectan seria-
mente su calidad de vida.
Por todo lo anteriormente expuesto, es necesa-
rio diseñar nuevas perspectivas terapéuticas ten-
dentes a detener o ralentizar la pérdida neuronal
progresiva en SNc. Este es el objetivo de las te-
rapias neuroprotectoras. De entrada, la preten-
dida neuroprotección requiere de un diagnóstico
precoz que permita una intervención temprana
en el curso de la enfermedad para salvaguardar
de la muerte celular el mayor número posible de
neuronas dopaminérgicas. Intervenciones ulte-
riores encaminadas a reconstruir el sistema ni-
groestriado dopaminérgico (con o sin efecto
neuroprotector sobre las neuronas que aún so-
brevivan) deben ser consideradas como estrate-
gias neurorestauradoras o neuroregenerativas,
siendo ambas un objetivo más plausible que el
puramente neuroprotector en el estado actual de
los conocimientos sobre la EP.
A la hora de diseñar procedimientos neuropro-
tectores en EP en primer lugar es necesario una
reflexión para escoger adecuadamente el modelo
animal en el que se va a testar dicha terapia.
Afortunadamente, en EP contamos con modelos
en rata que reproducen muy adecuadamente los
trastornos principales de EP en el humano (para
revisión sobre modelos animales de EP en neuro-
protección, ver Emborg, 2004 (1). Seguidamente,
es necesario escoger el agente que vamos a em-
plear en estos estudios. Desde hace unos años, ha
sido identificado el factor neurotrófico derivado
de la glía (GDNF) como proteína muy promete-
dora para acometer estos estudios. Se concoce
que GDNF tiene un efecto especialmente trófico
en las neuronas del sistema dopaminérgico (2-4).
Las restantes cuestiones son absolutamente críti-
cas y tienen que ver por un lado con la diana ele-
gida para dicha liberación y por otro con el mé-
todo de liberación escogido. Respecto a la zona
cerebral diana del tratamiento, diversos estudios
han obtenido resultados muy prometedores in-
yectando GDNF en el estriado en ratones (5), ra-
tas (4,6,7-12), primates (13-18) y humanos (19).
Otros estudios con GDNF han tomado como
diana a SNc empleando ratas y monos (3,5,15,
17,18,20-22). Finalmente, una tercera vía de ad-
ministración que produce resultados favorables
es la inyección directa de GDNF en el ventrículo
lateral cerebral, en estudios realizados en ratas,
primates y humanos (14,23-25).
Los estudios anteriores han llevado a cabo la li-
beración de GDNF por medio de dos diferentes
estrategias, principalmente: Un amplio grupo de
estudios en diferentes sujetos experimentales (ra-
tón, rata, primate y humano) han empleado la in-
yección directa de la proteína GDNF «desnuda»
en la diana escogida (3-9,13,14,19-26), en tanto
que otros grupos han empleado en ratas y monos
un vector viral que codifica para GDNF (10, 11,
15-18). Otras dos posibilidades de administra-
ción empleadas menos frecuentemente compren-
den el uso de fibroblastos modificados genética-
mente para expresar GDNF (2), así como GDNF
encapsulado en microesferas (27-28).
De todos los estudios mencionados cabe desta-
car principalmente el llevado a cabo por grupo
de Steven S. Gill del Instituto de Neurociencias
del Hospital Frenchay, de la universidad inglesa
de Bristol (19). En dicho estudio, utilizando un
catéter, la proteína fue administrada cada día du-
rante 18 meses en el putamen cerebral de cinco
pacientes con EP en estado avanzado. Después de
un año de tratamiento, los pacientes mostraron
una mejoría del 39 por ciento en cuanto a su ca-
pacidad motriz, y de un 61 por ciento en la acti-
tud para efectuar sus actividades cotidianas. Es-
tos prometedores resultados no se vieron
confirmados posteriormente en un estudio «do-
ble ciego» patrocinado por AMGEN cuyos auto-
res señalan que muy probablemente sea debido a
problemas derivados de la dosificación y a la
propia infusión directa. Los investigadores de es-
te estudio señalaron la necesidad del desarrollo
de mejores sistemas de suministro. En este senti-
do, una alternativa ideal para evitar estos incon-
venientes sería el administrar el GDNF utilizando
vectores poliméricos biodegradables como por
ejemplo las micropartículas. En estos sistemas los
compuestos biológicamente activos se encuentran
atrapados en su interior. La administración del
GDNF en un vector polimérico como las micro-
partículas permite reducir su dosis efectiva y su
esquema de dosificación. Así, consiguen evitarse
posibles efectos adversos y desde un punto de vis-
ta económico, rebajar considerablemente los cos-
tes de los tratamientos. Estos vectores constitu-
yen una alternativa muy interesante para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
como la EP, ya que pueden administrarse fácil-
mente en áreas muy concretas del cerebro me-
diante una cirugía estereotáxica. Estos sistemas
actúan como reservorio del GDNF y, además de
proteger la proteína, la van liberando de forma
controlada en el lugar designado durante sema-
nas e incluso meses (29). 
Debido a la baja pureza y al elevado coste del
GDNF comercial nuestro grupo de investigación
se planteó la necesidad de producirlo y purificar-
lo (30). 
El siguiente paso y objetivo de este trabajo es el
diseño y desarrollo de vectores poliméricos (mi-
cropartículas) conteniendo GDNF, formulados a
partir de polímeros biodegradables. Estos vecto-
res serán en primer lugar caracterizados in vitro,
evaluándose posteriormente su eficacia en culti-
vos celulares. El objetivo final será la administra-
ción de los vectores, conteniendo el factor neuro-
trófico, en el estriado de ratas tratadas unilateral-
mente con 6-OHDA (hidroxi-dopamina) para in-
ducirles un cuadro parkinsoniano.
MATERIAL Y MÉTODOS
Preparación de las micropartículas
Las micropartículas se prepararon con polímeros
biodegradables y biocompatibles de tipo PLA (áci-
do poli-láctico) y PLGA (copolímero de ácido lác-
tico y glicólico). Estos polímeros forman parte de
medicamentos aprobados por la FDA (Food and
Drug Administration) para su uso en humanos.
Las formulaciones fueron preparadas utilizan-
do el TROMS por el método de la evaporación
del disolvente tras la formación de una emulsión
múltiple de tipo A1/O/A2, siendo A1 la fase acuo-
sa interna, O la fase orgánica y A2 la fase acuosa
externa.
Se describe a continuación el procedimiento y
aparato para la producción de micropartículas
por TROMS. Se trata de un nuevo sistema de fa-
bricación de micropartículas basado en la inyec-
ción turbulenta de dos fases y posterior evapora-
ción del disolvente orgánico utilizado. Este
método de fabricación tiene lugar en un aparato
denominado TROMS o «Total Recirculation
One-Machine System» (Sistema Monobloque de
Recirculación Completa).
La Figura 1 recoge un esquema del TROMS.
Dicho sistema consta de un sistema de bombeo
que está conectado a una válvula multivía de la
Fig. 1. Esquema del TROMS.
que salen 2 agujas. La primera de ellas se encuen-
tra dentro de la primera vasija de mezclado y la
otra en la segunda vasija de mezclado. Mediante
una jeringa de vidrio con émbolo de teflón se in-
corpora al sistema la fase orgánica. Las vasijas de
mezclado están conectadas a la bomba a través de
dos válvulas. El mecanismo de agitación puede in-
corporarse al sistema o bien ser ajeno al mismo.
Se preparan las fases según la formulación de-
seada. Se ajusta el flujo de la bomba (ml/min) y
se procede a la selección de las agujas. En la pri-
mera vasija de mezclado se introduce la fase
acuosa A1, que contiene el fármaco o el material
a encapsular. Se acciona el sistema de bombeo
manteniendo cerradas las válvulas que conectan
las vasijas de mezcla con la bomba, de tal forma
que a través de la jeringa se introduce la fase O,
que contiene el polímero formador de las micro-
partículas. La válvula multivía que permite la in-
yección turbulenta a través de la aguja 3. La fase
O es, por tanto inyectada de forma turbulenta
sobre la fase A1. Inicialmente se forma, dentro de
la vasija 5, una emulsión O/A que rápidamente se
invierte en una emulsión A/O dado que el volu-
men de la fase O es sustancialmente mayor que el
de la fase A1. En este momento se abre la válvula
8 y se permite que la emulsión formada recircule
a través del sistema durante un periodo de tiem-
po suficiente para que la emulsión sea homogé-
nea (este periodo depende del volumen de emul-
sión formado). Una vez la emulsión A1/O es
homogénea, se cambia la posición de la aguja
multivía 2 para que la mezcla pase a través de la
aguja 4. Se inyecta así la emulsión A1/O en la va-
sija 6 que contiene la fase acuosa A2. La inyec-
ción turbulenta hace que se forme la emulsión
A1/O/A2 dentro de la vasija. Se cierra la válvula
8 y se abre la 9 para permitir la recirculación to-
tal de la mezcla, durante un periodo de tiempo
suficiente para que la emulsión tenga un tamaño
de gota homogéneo. Tras ese tiempo, la emulsión
múltiple se deja agitando a temperatura ambiente
hasta la completa evaporación del disolvente de
la fase O, mediante un agitador de hélice 10. Esta
operación puede realizarse en el mismo aparato,
incorporando en la vasija 6 el agitador de hélice,
o bien mediante un sistema de agitación ajeno al
aparato. La evaporación del disolvente orgánico
lleva consigo la formación de las micropartículas,
que contienen en su interior la fase A1, donde se
encuentra el GDNF.
Para la formulación de las micropartículas de
GDNF se han ensayado polímeros de distinto pe-
so molecular (Resomer RG 502, Resomer RG
503 y la mezcla de los 2 polímeros) y con varia-
bilidad en su grado de hidrofilia lo que condicio-
nó las características finales de las micropartícu-
las ya que aquellos polímeros de mayor peso
molecular reducen la liberación inicial del pro-
ducto encapsulado, mientras que los mas hidrofí-
licos experimentan una degradación más rápida y
por lo tanto una liberación más inmediata.
La composición de las fases variaba en cada ca-
so, si bien pueden establecerse las siguientes gene-
ralidades. La fase A1 estaba formada por tampón
fosfato pH 7.9, el factor neurotrófico a encapsu-
lar, albumina y PEG. La fase orgánica O estaba
formada por una mezcla de diclorometano y ace-
tona en proporción 3:1 en la que se disolvió el po-
límero formador de las micropartículas. La fase
A2 fue una solución de un viscosizante en agua.
Una vez formada la emulsión el procedimiento
general de evaporación, lavado y liofilización de
las micropartículas fue el siguiente: la emulsión
se mantuvo bajo agitación durante 2 horas, a
temperatura ambiente. Las micropartículas obte-
nidas se lavaron 3 veces con 10 ml de agua me-
diante sucesivas centrifugaciones a 21.000 rpm
durante 10 minutos a 4ºC. Finalmente se resus-
pendieron en agua, se congelaron a -80ºC y se
liofilizaron.
Caracterización de las micropartículas
Una vez obtenidas las partículas se caracteriza-
ron en cuanto a tamaño y morfología. El tamaño
de las micropartículas se determinó por espectros-
copia de correlación fotónica usando un Mastersi-
zer® (Malvern Instruments). Para ello se diluyó
una cantidad suficiente de micropartículas en agua
(rango de obscuración comprendido entre el 10 y
el 30%). Las medidas se realizaron por triplicado.
La morfología de las micropartículas fue examina-
da por microscopía electrónica de barrido (SEM).
Además se determinó el porcentaje de encapsu-
lación del GDNF: La cantidad de GDNF encap-
sulada en las micropartículas fue cuantificada
mediante ELISA. Para ello las partículas se rom-
pieron en un disolvente apropiado y se extrajo la
proteína añadiendo una solución acuosa.
También se estudió el perfil de liberación de la
proteína in vitro. Para ello, una cantidad conoci-
da de partículas se incubó a 37ºC en un tampón
fosfato de pH 7,4 y a intervalos previamente de-
terminados se centrifugaron las muestras para
cuantificar en el sobrenadante el GDNF liberado
(mediante ELISA).
Estudios de la actividad del GDNF
microencapsulado en cultivos celulares
Con éste ensayo se pretende evaluar si el
GDNF encapsulado así como el liberado a partir
de las micropartículas se mantiene en su forma
activa. Para ello se ha escogido una línea celular,
PC-12, obtenida a partir de un feocromocitoma
de rata. Éstas células se caracterizan por tener
una morfología redondeada y poco diferenciada
que en presencia de factores neurotróficos (como
el GDNF) cambia hacia un fenotipo de tipo neu-
ronal que consiste en el crecimiento de neuritas
ramificadas. Mediante RT-PCR se ha comproba-
do que éstas células poseen los dos receptores ne-
cesarios para que el GDNF pueda ejercer su ac-
ción: RET y GFR·1 (30). Además, nuestro grupo
ha comprobado que en presencia de la proteína
desnuda en el medio de cultivo, las células PC-12
experimentan un proceso de diferenciación neu-
ronal con el consiguiente crecimiento de neuritas,
en un proceso que es dosis dependiente (30).
El ensayo de diferenciación se realizó en placas
de 12 pocillos, con 20 células/mm2 en 1 ml de
medio. Tras 24 horas se añadieron los distintos
tratamientos por duplicado y se estudió el creci-
miento axonal tras 7 días de tratamiento. Como
control positivo se añadió a las células una solu-
ción estándar de GDNF a distintas concentracio-
nes (de 0.1 a 50 ng/ml). Al mismo tiempo las cé-
lulas fueron adicionadas con alicuotas de los
medios de liberación de las micropartículas a dis-
tintos tiempos (30 min, 24 h, y 7, 14, 21 y 28 dí-
as) así como el GDNF extraído de las micropartí-
culas para confirmar la actividad del GDNF
encapsulado y liberado. La respuesta celular al
GDNF se determinó como el porcentaje de célu-
las que posean neuritas de un total de 200 células
escogidas al azar y en varios campos.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Caracterización de las micropartículas
Tamaño de las micropartículas y del
rendimiento del proceso
El diámetro de las micropartículas obtenidas
osciló entre 20 y 25 μm (independientemente del
polímero utilizado en la formulación). Este tama-
ño es compatible con una adminstración en el ce-
rebro mediante estéreotaxia.
El rendimiento del proceso de fabricación, ex-
presado en %, se determinó aplicando la siguien-
te fórmula:
(mg micropartículas obtenidos/ 
mg iniciales de polímero) X 100
Los resultados obtenidos mostraron un rendi-
miento del procesó que varió entre el 62 y el 88%.
Análisis de la emulsión múltiple y morfología
de las micropartículas
En los estudios de evaluación del procedimien-
to de fabricación de micropartículas se analizó el
aspecto de la emulsión múltiple obtenida median-
te microscopía de fluorescencia. Para ello, una
vez obtenidas las micropartículas, estas fueron
incubadas con un colorante fluorescente tal como
la rodamina. La Figura 2 muestra el aspecto de
las micropartículas. Todas las formulaciones ob-
tenidas mostraron un aspecto homogéneo en
cuanto a la formación de la emulsión y al tamaño
de las gotículas internas.
La morfología de las micropartículas se analizó
realizando fotografías de las mismas por micros-
Fig. 2. Análisis del aspecto de la emulsión múltiple por
microscopía de fluorescencia.
copía electrónica de barrido (SEM). Los resulta-
dos se muestran en la Figura 3.
Tanto las imágenes obtenidas por microscopía
de fluorescencia como las obtenidas por micros-
copía electrónica de barrido nos permitieron con-
firmar el tamaño que previamente había sido de-
terminado por difractometría de láser y que
oscila en torno a las 25 micras.
Eficacia de encapsulación
La eficacia de encapsulación es el porcentaje de
principio activo encapsulado en relación a la canti-
dad inicial. Se calculó mediante la siguiente fórmula:
EE (%) = (Qencapsulada / Qinicial) X 100
donde Qinicial es la cantidad inicial de principio
activo por mg de polímero formador de micropar-
tículas y Qencapsulada es la cantidad de principio
activo encapsulada por mg de micropartículas.
La eficacia de encapsulción varió según la com-
posición de las fases. Cuando la cantidad de
GDNF a encapsular era baja (1 μg) se obtuvieron
valores elevados de eficacias de encapsulación
(próximos al 100%). Al aumentar la cantidad de
GDNF a encapsular disminuyeron las eficacias de
encapsulación sin embargo en ningún caso fue-
ron inferiores al 60%.
Estudio de la actividad del GDNF encapsulado
Para comprobar que el factor neurotrófico no
se degradaba durante el proceso de fabricación
de las micropartículas, se estudió la actividad del
GDNF encapsulado por comparación con la acti-
vidad biológica de una cantidad conocida de di-
cha proteína. La respuesta de las células PC-12 al
GDNF fue estudiada tras 7 días de tratamiento.
Como control positivo del estudio se utilizaron
5 mg de micropartículas vacías y una cantidad
conocida de GDNF. Para el control negativo se
utilizaron únicamente micropartículas vacias. 
Los resultados (Figura 4) muestran que el
GDNF no perdía su actividad durante el proceso
de fabricación de las micropartículas. Tanto en el
control positivo como en las células tratadas con
GDNF encapsulado se observa el crecimiento de
neuritas. El GDNF encapsulado produce sobre
las células PC-12 el mismo efecto que el control
Fig. 3. Análisis de la morfología de las micropartículas por microscopía electrónica de barrido.
Fig. 4. Ensayo de diferenciación de células PC-12. (A) Control negativo (B) Control positivo
y (C) Tratamiento con GDNF liberado de las micropartículas.
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positivo indicando que no pierde su actividad du-
rante la preparación de las formulaciones.
Estudios de liberación in vitro
Las mejores formulaciones en cuanto a eficacia
de encapsulación fueron seleccionadas y se estu-
dió la liberación in vitro del GDNF encapsulado. 
El GDNF liberado se cuantificó por ELISA y se
comprobó la actividad del factor neurotrófico li-
berado mediante un ensayo de diferenciación de
células PC-12 como el anteriormente descrito.
Los resultados mostraron que las microparticulas
liberaban un 20% de la proteina a las pocas horas
de incubación y al cabo de un mes el GDNF libera-
do fue de aproximadamente el 60%. Por otro lado
se comprobó que el GDNF liberado durante al me-
nos 1 mes es bioactivo (Figura 5).
CONCLUSIONES
Las conclusiones obtenidas de este estudio son:
Z Se desarrollaron con éxito micropartículas bio-
degradables y biocompatibles de PLGA carga-
das con GDNF utilizando el TROMS para su
preparación.
Z Las micropartículas presentaron un tamaño
adecuado para su administración en el cerebro.
Z Las eficacias de encapsulación conseguidas
son suficientes para la correcta dosificación
de la proteína por tratarse de un factor neuro-
trófico activo a dosis muy pequeñas.
Z El proceso de fabricación de las micropartícu-
las no afecta a la actividad biológica del
GDNF tal y como se pudo comprobar al estu-
diar la diferenciación morfológica de las célu-
las PC12 inducida por el factor neurotrófico
encapsulado.
Z Se ha obtenido un sistema que permite la libe-
ración sostenida de GDNF bioactivo al menos
durante un mes (tiempo suficiente para estu-
diar sus efectos en el cerebro de ratas hemi-
parkinsonianas).
Por todo lo citado anteriormente podemos
afirmar que las micropartículas de GDNF son
una prometedora estrategia para la administra-
ción de dicho factor neurotrófico en el trata-
miento de la enfermedad de la EP. Próximamen-
te se ensayarán las formulaciones seleccionadas
en modelos animales de EP (ratas).
Fig. 5. Ensayo de diferenciación de células PC-12 A) Control negativo y B) Células PC-12
tratadas con GDNF liberado de las micropartículas.
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